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describe  vertical  and  horizontal  distribution  patterns  of  larval  fish  aggregations.  Regressions 26 
between acoustic backscattered energy and density of  the most abundant species  (Micromesistius 27 














The embryonic and  larval periods  in fish have  important ecological and evolutionary functions. 40 
For many  species,  they  represent an effective means of dispersal  that  can extend  the  range of a 41 
population  and mix  the  gene pool  (Cowen &  Sponaugle  2009, Pusack  et  al.  2014).  They  are  also 42 
interactive  components of  the pelagic  ecosystem  that  can,  for  example,  temporarily  reduce  local 43 
zooplankton populations,  so  that  the potential  for  competition  for  food  is heightened  (Nielsen & 44 
Munk 1998, Beaugrand et al. 2003). However, one of the most  important reasons for studying the 45 
early  life stages of  fishes  is  that  the year‐class strength of  fish populations  is determined at  these 46 
stages,  shortly after  the yolk‐sac depletion, when  larvae must  find  suitable amounts and  types of 47 
plankton prey  (Hjort 1914, Houde 2008). Predicting recruitment represents a challenge  in fisheries 48 
science, and our ability to do that remains poor. To estimate larval fish abundance is a complex and 49 
difficult  process  involving  elaborated  and  expensive  surveys,  but  such  surveys  provide  detailed 50 
descriptions  of  phenological  relationships  affecting  recruitment  (Hare  2014).  Additionally, 51 
understanding  dispersal  distance  is  important  for  a  variety  of  reasons,  including  fisheries 52 
management, effective marine protected areas design, and control of invasive species (Cowen et al. 53 
2006, Becker et al. 2007, Almany et al. 2009, Cowen & Sponaugle 2009, Aiken & Navarrete 2011, Le 54 
Corre et al. 2012).  Long‐time  series of egg and  larval abundance and distribution data  facilitate a 55 
spatial comparison of spawning habitats  (Van der Lingen & Huggett 2003,  Ibaibarriaga et al. 2007, 56 
Álvarez & Chifflet 2012) and play an important role in fishery management of many species through 57 









patchiness and  low mean density,  typically  shown by  larval distribution,  contribute  to  increase  in 65 
variance and uncertainty, and reduces precision of abundance estimations (Lo et al. 2009). Methods 66 
that overcome such limitations are required (e.g., acoustic and molecular techniques).The virtues of 67 
echo  sounder  records are  the speed of areal coverage and  the  real‐time data presentation of  the 68 
echogram.  69 
The  acoustic  method  is  often  used  for  abundance  estimation  of  juvenile  and  adult  fish  of 70 





Engraulis  encrasicolus  larval  distribution  in  the  Strait  of  Sicily,  Bonanno  et  al.  (2006)  divided  the 76 
acoustic  signal  according  to  the  percentages  of  zooplankton  and  fish  larvae  found  in  biological 77 
samples. Rudstam et al. (2002) concluded that it is difficult to exclude noise or invertebrate targets 78 
in  the  abundance  estimates  of  fish  larvae  smaller  than  15 mm,  although  they  reported  reliable 79 
estimates of abundance of fish as small as 15 mm.  80 




Recently,  in  the  Argentinean  shelf,  Álvarez‐Colombo  et  al.  (2011)  detected  Merluccius  hubbsi 85 
aggregations acoustically, in coincidence with the development of larval functional swimbladders at 86 
about  4 mm  total  length.  These  authors  demonstrated  that  the  high‐intensity  levels  of  acoustic 87 
backscattering  recorded  from  these  aggregations  at  38  kHz  were  due  to  resonance  scattering, 88 






and  assessed  by  acoustic  techniques  in  the  waters  of  the  Iberian  Peninsula.  We  analyzed  the 93 
acoustic records in order to estimate abundance, and to describe horizontal and vertical distribution 94 
patterns of  larval  fish aggregations. We  tested our hypothesis  in  the Galician  shelf  (NW of Spain) 95 
during  the course of a holistic  research project on hake  recruitment. This  region  is  located  in  the 96 
northern border of the seasonal coastal upwelling that extends along the eastern coasts of the North 97 
Atlantic,  and whose intensity depends on the North Atlantic anticyclonic eddy (McClain et al. 1986). 98 
The upwelling  is associated with high primary productivity which determines  the  structure of  the 99 
pelagic and benthic  food webs  (Fariña et al. 1997). This produces one of  the most  important and 100 









Considering  that hake presents a highly aggregated  spawning behavior, adaptive  cluster  sampling 110 
was  implemented starting with a grid of 80 stations arranged  in 15  transects perpendicular  to  the 111 







programmed  to open/close at  the predefined depths, was  towed obliquely,  from 200 m depth or 117 
from  ~10 m  above  the  bottom,  at  shallower  stations.  The  tow  speed was  2.5–3  knots,  and  the 118 
retrieval  rate of  the net was 20 m per minute. The volume of water  filtered  in each  stratum was 119 
measured by an electronic flow meter  located  in the mouth of the net. Samples were  immediately 120 
preserved in a 5% solution of buffered formalin and seawater. 121 
In the  laboratory, all  fish  larvae were sorted  from the samples and  identified up to the  lowest 122 
taxonomic level possible. Larvae of the most abundant taxa (those with ≥20 larvae caught, both day 123 
and  night)  were  photographed  with  a  Nikon  Act‐2u  camera,  and  subsequently  measured  for 124 





were digitized using  an  EPSON V750  PRO  scanner  (VueScan  Professional  Edition  8.5.02  software) 130 
generating an  image resolution of 2400 dpi. After that,  images were analyzed using ZooImage free 131 
















v4.20.  The  volume  backscatter  threshold  (Sv,  dB re 1 m−1)  was  −75  dB.  In  order  to  analyze  the 146 
relationship  between  the  volume  scattering  intensities  with  net  catches,  the  sampling  gear 147 
trajectory was plotted in the echogram from depth data obtained with a ScanmarTM pressure sensor 148 
attached to the MultiNet sampler. Real‐time depth data registered by this sensor was transferred by 149 
acoustic  telemetry  to hull‐mounted hydrophones, allowing  to monitor  the net's path, and  to send 150 
the datagram via a LAN port to the ER‐60 echo sounder. A specific software routine (‘El Gregoriano’, 151 
developed at the Centre Oceanogràphic de les Balears by one of the authors, J. Miquel) was used to 152 
represent  the gear  trajectory over  the echograms  in  the postprocessing  software. The datagrams 153 





Data Generator Operator. This operator amplified  the background noise at 1 m,  i.e.,  the  initial Sv 159 
value of noise, according to the formula of time‐varied‐gain (TVG):  160 
(1) 20×log×R+2× α×R 161 
where R  is the depth  (m) and α  is the attenuation coefficient. To calculate the background 162 








integration measurements  in  terms of  the Nautical Area  Scattering Coefficient  (NASC  in m2∙nmi‐2, 169 
(MacLennan et al. 2002)) were determined during the scrutinizing process of the echograms (Foote 170 
et al. 1991) over  regions delimiting aggregations characterized as  fish  larvae. This characterization 171 
was based on (i) the frequency response results from the acoustic‐biological data relationships; (ii) 172 
the output from the Andreeva model, both approaches described below; and (iii) the aggregation's 173 




backscattering  at  the  frequencies  used  was  done  considering  only  fish  larvae  with  a  functional 178 
swimbladder. In order to estimate the density of  larvae with developed swimbladders, 7 taxa   with 179 
swimbladders  (Micromesistius  poutassou, Merluccius merluccius,  Trisopterus minutus, Maurolicus 180 
muelleri, Sardina pilchardus, Trachurus trachurus and Callionymus spp.) were selected between the 181 
nine most abundant taxa, which represent 72% of the total fish larval community. Only hauls where 182 
the average  length of  larvae exceeded  that of  size of  the  initial development of  the  swimbladder 183 
were  included  in  the  analysis.  These  sizes were  taken  from  the  literature whenever possible: M. 184 
merluccius  (Bjelland &  Skiftesvik 2006),  S. pilchardus  (Ré 1986), M. muelleri  (Ozawa 1976)  and  T. 185 











transformed  prior  to  analysis,  to meet  the  assumptions  of  linear  regression.  The  density  of  fish 195 
larvae  at  each  net/depth  was  compared  with  the  Sv  extracted  from  echogram  regions  defined 196 
following the opening‐closing time at each level. Regions were extended four meters in height (2 m 197 
above and 2 m below the net track).  198 
For  the  most  dominant  species,  M.  poutassou,  the  size  of  gas‐bearing  fish  larvae  at 199 
resonance was estimated  following  the methodology detailed by Álvarez‐Colombo et al.  (2011).  It 200 
was performed considering the acoustic resonance response of small bubbles at the frequency range 201 
employed (Gjøsæter 1977, Kloser et al. 2002, Davison et al. 2015). The size and depth at resonance 202 
for  the  five  frequencies  employed  during  the  survey  were  determined  in  two  steps:  first,  the 203 
Andreeva (1964) model was used to  infer the size of resonant swimbladders, and then to estimate 204 






Larval density pooled  for all  fish species ranged  from 8.26  to 14400.00  larvae  ∙1000 m‐3. A 211 
total of 62 taxa (59 species and 3 genera) of larvae of 28 families were caught. The most abundant 212 
larval  fish  species  were  M.  poutassou  (accounting  for  32.61%  of  the  total  larval  fish  density), 213 
Scomber scombrus (19.48%), T. minutus (4.49%), S. pilchardus (3.98%) M. merluccius (3.55%), and T. 214 
trachurus (2.69%). Larvae of M. poutassou and M. merluccius were widespread over the study area, 215 
while  larvae of S. pilchardus, S. scombrus, T.  trachurus and T. minutus were restricted  to  the shelf 216 
region (Fig. 3). Length frequency distribution of these species is shown in Fig. 4. Up to 78.7% of the 217 








 Zooplanktonic  aggregations  were  detected  along  the  sampling  transects.  They  were 224 
particularly intense at depths lower than 100 m, at frequencies of 38 and 70 kHz, being higher than 225 
the  acoustic  threshold used during  the  survey  (−75  kHz). The  average  Sv detected  at 18–200  kHz 226 
ranged  from  −70.6  to  −64.8  dB.  The  horizontal  distribution  of  the  densities  of  fish  larvae with  a 227 
functional  swimblader  estimated  from  the  multinet  catches  was  compared  with  the  acoustic 228 
backscatter distribution at all  frequencies analyzed. Density of  fish  larvae  increased  from south  to 229 
north (Fig. 5).  The main aggregation of fish larvae occurred in the northernmost area, followed by a 230 
relatively high  larval  fish density off A Coruña  (see  Fig. 1  for  locations). Acoustic backscatter  and 231 
swimbladdered  larval  fish density showed similar distribution patterns    for all  frequencies  (Fig. 5). 232 
However, the best correspondences between acoustic sizes and the main larval fish agreggation was 233 
found  at  38  and  70  kHz  (Fig.  5c,d), while  less  similarity was  found  considering  the  other  three 234 
frequencies, particularly at 120 and 200 kHz (Fig. 5b,e,f). 235 
  Daytime  and  nighttime  vertical  distribution  of  larval  fish  aggregations  in  38  and  70  kHz 236 
echograms did not appreciably differ, particularly at 70 kHz. At 38 kHz, the maximum Sv values over 237 
the  surveyed  area  were  found  at  depths  ranging  between  20  and  130  m  during  daylight,  and 238 
between 10 and 110 m depth at night (Fig. 6). However, Sv was mostly confined between 20 and 70 239 
m in coincidence with larval fish concentrations in net samples. A wider dispersion of the maximum 240 
acoustic  values  through  the  water  column  during  day,  and  a  tendency  to  concentrate  in  the 241 
shallower layers during the night, was also observed.  242 






the maximum depth of  the    studied acoustic  layers,  the noise  contribution  to plankton‐scattering 247 
levels was considered negligible.  248 
Relating biological sampling with acoustics 249 
The  scatterplots  and  linear  relationships  between  the  acoustic  backscattered  energy 250 
(expressed  as  Sv)  and  density  of  total  fish  larvae  are  shown  in  Fig.  7.  There  was  a  significant 251 
relationship  between  Sv  and  density  of  fish  larvae  at  all  frequencies  (Table  1).  The  best  fit was 252 
obtained  at  70  kHz  (R2=0.577).  The  regression  model,  including  fish  larvae  and  zooplankton 253 
abundances,  reduced  only  slighlty  the  AIC  and  did  not  increase  significantly  the  coefficients  of 254 
determination  (Table  1),  and  actually  the  zooplankton  contribution  was  not  significant  at  all 255 
frequencies (p>0.07).  256 





size  on  the  relationship  between  Sv  values  and  the  density  of  the  most  abundant  species,  M. 262 
poutassou, which was also well distributed over the studied area. The  linear fit  improved at 38, 70 263 
and 120 kHz when hauls with average  larval  length smaller  than 3.0 mm were removed  (Table 2). 264 
Thus, excluding those hauls, the coefficient of determination at 70 and 120 kHz was 0.556 and 0.509, 265 
respectively.  When  hauls  with  average  larval  length  smaller  than  3.5  mm  were  excluded,  the 266 
coefficient of determination at 38 KH was 0.428. A possible explanation may be that an inflated, i.e., 267 





By  contrast,  the  relationship  between  zooplankton  (fish  larvae  excluded)  density  and 271 









In accordance,  the 18 kHz echograms did not  show  significant echotraces  in correspondence with 281 






we  compare  data  of  the  abundance  and  size  of  fish  larvae  collected  with  conventional 288 
ichthyoplankton methodology, with the results from an acoustic survey at five frequencies. Because 289 
the acoustic backscattered energy is proportional to the number and/or size of swimbladders in fish 290 
(or  gas  inclusions  in  zooplankton), we  have  compared  fish  and  zooplankton  densities  instead  of 291 
comparing  scatters  with  biomass  of  the  individuals.  The  regression  analyses  revealed  that  the 292 
acoustic  response  at  the  frequency  range  of  38–120  kHz  were  effective  to  detect  larval  fish 293 
aggregations. However, the predicted acoustic resonance at larval size and depth show that the 120 294 
kHz  is unlikely  in being effective  to detect  fish  larvae, at  least  for M. poutassou  in  this study. This 295 
13 
 
seems  to  be  in  accordance with  the  lack  of  agreement  between  the  larvae  abundance  and  the  296 
acoustic response at this frequency observed in the spatial distribution. 297 
There are a  few examples of  the use of acoustics  to detect  fish  larvae aggregations at  the 298 
acoustic  range employed  for adult  fish assessments. The  importance of  the 38  kHz  frequency  for 299 
detecting M. hubbsi  larval aggregations  from echograms has been previously highlighted  (Álvarez‐300 
Colombo et al. (2011). Rudstam et al. (2002) found that the assessment of fish larvae smaller than 15 301 
mm  at  70  kHz was  obscured  due  to  the  presence  of  invertebrate  targets  and  noise. Our  results 302 
indicate that  the contribution of zooplankton  (other  than  fish  larvae) to total scattering at 18–120 303 
kHz range in the acoustic regions corresponding with the net path was negligible, except for several 304 
groups  of  fluid‐like  zooplankton,  such  as  chaetognats  and  polychaetes.  Also,  the  contribution  of 305 
background noise was found to be low at the entire frequency range  and depths analyzed.  306 
The  relationships  between  acoustic  signals  and  M.  poutassou  larvae  densities  improved 307 
considerably when the stations with smaller average larval length were removed from the analyses. 308 
The best  fits were  found when  considering  sizes  larger  than 3.0–3.5 mm, possibly  related  to  the 309 
development of a  functional  swimbladder and  the highest abundances at  these  sizes. This  clearly 310 
indicates that smaller larvae did not contribute significantly to the recorded acoustic echoes. On the 311 
other hand, when considering hauls with an average size larger than 3.0–3.5 mm, the coefficients of 312 
determination were  lower. This was  likely due  to  the  low abundance at  these  sizes, and  then  the 313 
residual noise or the contribution to total backscattering from other organisms may contribute more 314 
to the acoustic signals.  315 
The  time, and hence  larval  size, of  the  swimbladder’s  first  inflation  is  species‐specific. For 316 
example, swimbladder formation in T. trachurus occurs at 4 mm standard length (Russell 1976), in E. 317 
encrasicolus  at  7 mm,  and  in  S.  pilchardus  at  10 mm  (Ré  1986).  Thus,  it  is  critical  to  study  the 318 
ontogeny of swimbladder  inflation  for the construction of backscattering models used to  interpret 319 






As  contrasting  examples,  while  the  detection  and  analysis  of  M.  hubbsi  larvae  in  the 324 
Argentine  shelf  is  carried  out  in  a  rather  straightforward  manner,  given  the  low  larval  species 325 
diversity  and  the  enormous  abundances  of  all  larval  stages  of M.  hubbsi  during  its  reproductive 326 
season (Álvarez‐Colombo et al. 2011),  in Galician waters, this constitutes a complex task because of 327 




user, not  the  system, makes all  the  important decisions  in  the course of  interpreting  the data, as 332 
denoted by  (Foote et al. 1991). This methodology  is  inherently  subjective, as  this  involves making 333 
decisions about  the nature of scatterers  from an underdimensioned graphical  representation, and 334 
based on  the operator  experience  (Foote  et  al.  1991, Godø  et  al.  2004). However,  auxiliary data 335 




length  range  is  normally  assumed.   However,  the  survey was  completed  at  the  beginning  of  the 340 
spawning  season, with most  of  the  caught  larvae  being  in  early  posthatch  stages.  Consequently, 341 
most larvae caught in this study were early larvae with little ability to avoid the net. Also, our models 342 
predicted a resonance from larvae of 10 mm and larger at the frequency of 18 kHz, but the related 343 
echograms  did  not  show  significant  echo  traces  in  correspondence with  larval  fish  catches.  This 344 
suggests that larvae of these sizes were not present in the study area at the time of the sampling.  345 
In  environments  characterized  by multispecific  assemblages  of  acoustic  targets,  detecting 346 
and  isolating  the different acoustic  signals  requires advanced multifrequency acoustic  techniques, 347 
15 
 
allowing  for  the  classification of  echotraces  and  scattering  layers  into  species, or  species  groups, 348 
with  distinct  scattering  properties (Korneliussen  &  Ona  2002,  Korneliussen  &  Ona  2003).    The 349 
contribution  of  acoustic  targets,  other  than  fish  larvae,  to  the  total  scattering  recorded  at  the 350 
different frequencies employed has not been accomplished in this preliminary study, focused on the 351 
detection of resonant fish larvae at a frequency range where the contribution of other zooplankton 352 
taxa  was  negligible.  However,  multifrequency  acoustic  techniques  should  be  included  in  future 353 
research  to  study  in  detail  the  complexity  of  the  zooplankton  community  structure  in  Galician 354 
waters. 355 
This  study  emphasizes  the  opportunity  for  the  use  of  echo‐sounding  data  obtained  at 356 
frequencies  routinely  used  during  research  cruises,  and  also  during  vessels  of  opportunity 357 
operations, which could extend the spatial and temporal coverage of acoustic data collection beyond 358 
those of  research vessel programs  (Dalen & Karp 2007). Also,  the acoustic characterization of  fish 359 
larvae  aggregations  at  narrow  band,  commonly  employed  frequencies  provide  an  available 360 




The poorly defined  stock‐recruitment  relationship  is a cornerstone of  fisheries assessment 365 
and management via projected stock development, and  is  inherently  found  in biological reference 366 
points  (Saborido‐Rey  &  Trippel  2013).  The  understanding  of  recruitment  variability  has  been 367 
improved  in  recent  decades  through  the  concept  of  stock  reproductive  potential  (Trippel  1999, 368 
Saborido‐Rey & Trippel 2013) intimately linked to larval survivorship, through the parental effects on 369 
larval viability (Kamler 2005, Green 2008). Field applications of these results have been prevented by 370 
the  inherent  difficulty  in  getting  proper  data  on  larval  distribution  and  abundance,  to  conduct 371 
correlation analysis (Lo et al. 2009). Yet, recruitment in fish populations is largely determined during 372 
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Table  1.  GLM  results  (Akaike  information  criteria  and  coefficient  of  determination)  comparing 553 




  18 kHz  38 kHz  70 kHz  120 kHz  200 kHz 
Model  AIC  R2  AIC  R2  AIC  R2  AIC  R2  AIC  R2 
Sv~FISH  1893  0.130  1878  0.489  1788  0.577  1724  0.463  1814  0.342 
Sv~FISH+ZOO  1861  0.132  1845  0.489  1755  0.577  1691  0.473  1773  0.362 
Sv~SWFISH  1697  0.067  1660  0.381  1567  0.515  1520  0.410  1574  0.291 







Micromessistius  18 kHz  38 kHz  70 kHz  120 kHz  200 kHz 
poutassou  R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value 
Total larvae  0.003  0.245  0.223  <0.001  0.407  <0.001  0.349  <0.001  0.227  <0.001 
Larvae ≥ 2.0mm  0.002  0.275  0.207  <0.001  0.397  <0.001  0.345  <0.001  0.232  <0.001 
Larvae ≥ 2.5 mm  0.003  0.257  0.295  <0.001  0.495  <0.001  0.464  <0.001  0.333  <0.001 
Larvae ≥ 3.0 mm  0.016  0.123  0.409  <0.001  0.526  <0.001  0.503  <0.001  0.314  <0.001 
Larvae ≥ 3.5mm  ‐0.003  0.378  0.428  <0.001  0.440  <0.001  0.414  <0.001  0.251  <0.001 
Larvae ≥ 4.0mm  ‐0.020  0.945  0.352  <0.001  0.315  <0.001  0.260  <0.001  0.211  <0.001 
Larvae ≥ 4.5mm  ‐0.021  0.609  0.379  <0.001  0.349  <0.001  0.284  <0.001  0.321  <0.001 
 562 
Table 3. Coefficients of determination  (adjusted R2) and p‐values  from  the scatterplots of acoustic 563 
backscatter (in Sv) versus zooplankton (fish larvae excluded) abundance (log10‐transformed), and the 564 
abundance  of  the  different  groups  of  zooplankton  individually  analyzed.  Abundances  were 565 
estimated from Multinet Midi trawl.  566 
Frequency 
18 kHz  38 kHz  70 kHz  120 kHz  200 kHz 
R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value  R2  p‐value 
Total zooplankton  0.050  <0.001  0.194  <0.001  0.171  <0.001  0.132  <0.001  0.119  <0.001 
Copepods  0.023  <0.01  0.141  <0.001  0.117  <0.001  0.091  <0.001  0.079  <0.001 
Other crustaceans  0.064  <0.001  0.209  <0.001  0.221  <0.001  0.167  <0.001  0.141  <0.001 
Cnidarids  ‐0.003  0.386  0.008  0.206  0.010  0.190  ‐0.012  0.712  ‐0.003  0.385 
Moluscs  0.114  <0.001  0.249  <0.001  0.218  <0.001  0.170  <0.001  0.169  <0.001 
Chaetognats  0.058  <0.001  0.375  <0.001  0.359  <0.001  0.273  <0.001  0.243  <0.001 
Tunicates  0.044  <0.001  0.214  <0.001  0.223  <0.001  0.151  <0.001  0.099  <0.001 
Polichaetes  0.032  0.213  0.215  <0.05  0.350  <0.01  0.095  0.115  0.014  0.274 






























the whole  survey  (considering only  larvae with  functional  swimbladders),  (b)  acoustic backscatter 586 
(NASC; m2∙ nmile−2) at 18 kHz,  (c) acoustic backscatter  (NASC; m2∙ nmile−2) at 38 kHz,  (d) acoustic 587 






Fig.  6.  Frequency  of  occurrence  (expressed  in  percentage)  of  maximum  acoustic  backscattering 592 
(measured as Sv) registered during the survey in each 10 meters depth for (a) day and (b) night. 593 
   594 
30 
 
 595 
 596 
Fig. 7. Scatterplot of Sv versus larval fish abundance (log10‐transformed) estimated from the pelagic 597 
trawls (a) at 18 kHz, (b) at 38 kHz, (c) at 70 kHz, (d) at 120 kHz and (e) at 200 kHz.  598 
